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INTRODUCCIóN
Elemp|eodesustanciasdeacciónfarmaco|ógicaena|imentaciónanimal
puede dar lusar 
" 
l" ;;;üi;li n!:':,las o de sus residuos en los alimentos' con
blconsiguiente riesgo para la Salud PuDllca'
Lamonensinaesuncompuestofarmaco|ógicamenteag.!yo'cata|ogadocomo
antibiótico ionóforo, tratándose en concreto 
_de 
un poliéter monocarboxílico
(Richardson et al. rs7ofq"" 
"" "*ercializa 
en forma de sal sódica. se obtiene a
partir de la fermentacñ üñ cepa de Sfre ptomyces cinnamonensrs' bacteria que
se encuentr" *.,.,unÁánte en mueitras de suelos, siendo aislada por primera vez en
1967 por Haney V Hó"-ftn. Tanto su función coccidiostática en pollos' como su
actividad promotora de crecimiento, han extendido su uso en las producciones
pecuarias, si bien, d;ili;; ¡; m.onensina es sóro temporar ya que ra comisión de
la unión Europea p.i"rá r" pioniui"ion." partir de en.ero de 2006. No obstante, la
utilización Oe monenliná éstá restringida, actualmente, en varios 
proyectos de
producción de carne de calidad'
E|objetivode|presentetrabajofueestudiarlasensibi|idaddediferentes
microorganismosa|aacciónde|amonensina'cone|findedesarro||arunmétodo
eficaz, basado en l; ;;#¡án Jel crecimiento microbiano, para la detección de
monensina en piensos y en premezclas'
MATERIAL Y MÉTODOS
para la realización de esta prueba experimental se siguió el método
microbiotógico oe Jifus¡on en placa y se testaron cu{1o microorganismos:
Escherichia coti ceóÍ- ¿e¿, 'Baciiluí subfíis BGA CECT 482, Bacillus
stearothermophitusógóf 47 y Éacillus.cereus CECT 5051' Para ello' se prepararon
placas de cada microárganiémo, empleando como medio de cultivo Agar Mueller-
Hinton (Merck 05437). En et caso 9g plcittus subf/rs BGA, se prepararon también
otacas utitizando ngíáí o" 
"nrávó 
pH 6.0 (Merck 10663) y Agar de ensavo pH 8'0
(tUerct 10664).
En una primera etapq, se estudió el efecto de distintas concentraciones 
(100;
50; 10; 1; 0,5; 0,1; o¡t t'oll r¡g¡mt) de monensina sódica (sigma M 5273) sobre el
crecimiento de los distintos microorganismos anteriormente señalados' En cada
placa de cultivo, 
"" 
Jlo""r* tos sigui-ientes discos de papel de filtro (Whatman 1; 6
mm de diámetro): tres áacos impregnados con 20 pl de una de las concentraciones
problema, tres discos impregnados con una concentración fija de 50 pg/ml' que se
utilizó de referencia, y un disco que strvtó como control negativo' Para cada una de
lasconcentraciones.estudiadasseemp|earon3placas,'demaneraquese
prepararon un totat á.á+'iti"^s por microbrganismo y medio de cultivo utilizado'
Las placas se incubaron en estufa durante diferentes horas y temperaturas
según et microorgJni;;;; ensayar (ver tabla 1) y realizado el período de
incubación, ru *iái"ián lo. n"ro"'de lnhibición de crecimiento que aparecieron
a|rededordelosdiscos,cuantifcando¿"t"apartirde0,5mmdedistanciade|
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extremo exterior deldisco. posteriormente, se procedió a la e¡rrección de los 
valores
obtenidos para cada concentración, en base a los valores obtenidos de la
áó"""ñtr""i'On de referencia, obteniendo así, unas rectas de calibrado'
Enunasegundaetapaserea|izÓ|ava|idaciónde|métodomássensib|e,
según tos resultados áóten¡áos e¡..la etapa 1. Para tal fin, se elaboraron cuatro
piensos con concentt""io¡"1 variables de monensina sódica (300; 100; 50 y 25
pg/g).Unavezobtenidos|ospiensosproblema,seprocedióa|aextracciónde|
ionóforo según el proáa¡miento oficial descrito por elAnalytical Methods Committee
(19g1). Los extracto. áüt"n¡oo. se emplearon para realizar el estudio, de manera
que en cada placa'Oá túftiuo se colocaron los siguientes discos: tres discos
impregnados con z0 J O" uno de los. extractos obtenidos, tres discos impregnados
con una concentración fija de 1 pg/ml, que se utilizó de referencia, y un disco que
sirvió como control n"é1át¡uo. paia caáa extracto de pienso se prepararon tres
placas, de manera que Je estudiaron un total de 12 placas'
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
como puede observarse en la tabla 1, existen diferencias cuantitativamente
importantes entre los diferentes microorganismos testados' Así, Escherichia cofi 
fue
el microorganismo menos sensible experimentalmente, siendo el coeficiente de
determinación entre lá 
"ónc"ntración 
de monensina y el diámetro del halo de
inhibición de 0,69. g" 
-ér ládo opuesto, se situó el microorganismo Bacillus
stearothermophitus, án un coeficiente de determinación de 0'94 y una
concentrac¡Oñ mÍnima inhibitoria de 0,0206 pg/ml'
Resu|tadossimilaresfueronencontradosporKoZárováyMáté(2000)'aunque
elrangodeconcentracionesdemonensinaenelcua|observaronlosha|osde
inhibición, en er caso de Bacittus stearothermophilus, fue de 1 a 1000 pg/ml'
"l"rat"ni" 
superior al empleado en el presente estudio'
Tabla 1: Coeficiente de determinación (r 2¡ de las ecuaciones de predicción
(concentración *on"n.iñ"'= ;-.-b . halo. inhibición) y concentración mínima inhibitoria
ieórica (CMl) para los diferentes microorgantsmos'
pH T! (oC) Horas Concentrtc¡ón r' ct¡ilMicroorganismo utclml Medio de
cutt¡vo 3óli(
a
4tl
-3,0
-3,4
-2,7
-3,0
18
18
18
18
18
I
7A
7,4
o
7,4
8
7,4
Escherichia ccli
CECT
Bacillus cereus
cEcT 5051
Bacillus subtilis BGA
cEcr 482
Mueller-Hinton
(Merck 05437)
Mueller-Hinton
(Merck 05437)
Agar de ensaYo
(Merck 10633)
Mueller-Hinton
(Merck 05437)
Agar de ensayo
(Merck 1 0664)
Mueller-H¡nton
(Merck 03437)
37*1,0
3711,0
3Gj1,0
30i1,0
30i1,0
oJz,u
0,1-1 00
0,1 -1 00
0,1-100
0,1-100
0,1-100
0,01-10
0,6897
0,909f
0,9145
0,959¡t
0,8168
0,9383
2,3228
0,2474
0,3195
0,.0029
0,2924
0,1879 0,2563
0,2394 0,2660
-5.6 0,2536 0,0206?.""11!:_.,,.._ 1o 5
stearothermoPhilus
cEcT 47
cuando se llevó a cabo la validación, en la prueba inicialmente realizada con
los extractos obtenioo!, o" áá"éto" con el q'?". :.1iTl"l]:-dT::iT,l^":^t:.*::?:":ff#':il:'#;:"* ñ :il;üi; uñ"'¡nniui"¡ón totar' Por erro se procedió a
realizar la repetición del ensayo con una dilución (1/10) de las extracciones
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originales, obteniendo los resultados reflejados en la .tabla 2' Como puede
observarse, el halo Oe ¡nniÉiciOn experimentaífue claramente inferior 
al halo teórico'
locuálprobab|ementesedebeaquee|procedimientgd:extracciónnofue
totalmente eficaz, ii ñ. ñ 
-riativamente proporcional a las diferentes
concentraciones de los piensos 
- 
expenmentales, como sugiere |a gradación
observada en el diámetro o'e los halos experimentales. 
Además, la relación entre el
diámetro de los nálos teórico y exferimental fue relativamente constante
(63,8t1,35). En.u"rqiüi*"-o ql-É1?!: O" extracciÓn v el de detección fueron
suficientementesenstblesparadetectar|apresenciademonensinasódica.
Tab|a2:Concentracóndemonensinaenlosextractosobtenidosde|ospiensos
experimentales con aiterentés contenidos de monensina 
y valores medios de ios diámetros
del halo teÓrico y experimentalobtenidos a partir de dichos extraclos '
concentre 
reor¡co t¡imJ expeiimenFl rmml
19'0 t 6'89
z,o Pg¡;i 25'o r 3'53 16'7 * 3'02
1,0 Pglmi 23'o t 4'01 14'4 t 1'ee
, o,u un,ti. .,.r- ioi,1*,l;?o 
' 
,,,,== ,=,=,r=1lr?*1,'ou
' concentraoón de monensina en et enrac'iñEGnido del pienso 
experimental
Deestosresu|tados,podemosconc|uirqueBaci|tusstearothermophllusesel
microorganismo mas 
-sensibte 
de los testado's para la detección de monensina
sódica en pienso, lo;;;;t*t"-ott"tt" nal"* ton*n1t?:i?l^"^: de este aditivo' Una
ventaja adicional de 
'este 
microoorganismo'es su rápido crecimiento' que permite
obtener resultados relativamente rápidos'
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